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ТЭРМА1НАКТЫВАЦЫЯ СТРЭПТАК1НАЗЫ

Структурна-функцыянальная специфіка стрзптакіназьі (СК) — пр 
дуцыруемага р-гемалітьічньїмі стрзптакокамі моцнага бялковага актив 
тара плазмінагену у апошнія гады падвяргаецца інтзнсіунаму вывучэ 
ню. Аднак карціна усё яшчэ далёкая ад поунай яснасці.

Цікавая асаблівасцю СК з’яуляецца яе значная тэмпературная усто 
лівасць [1, 2]. Разам з тим гэтае питание таксама раскрыта не да ка 
ца. Спробы ахарактарызаваць працэс тзрмаінактьівацьіі СК рабілії 
радам даследчыкау [3—7], але атрыманыя імі матэрыялы носяць фра 
ментарны характар і не змяшчаюць якой-небудзь колькаснай ацэн 
працэсу тзрмаінактьівацьіі.

У сувязі з гэтым у дадзенай рабоце даследавана кінетика тзрмаіна 
тьівацьіі СК і праведзены разлік тзрмадьінамічннх параметрау тэта!
працэсу.

Матэрыялы і метады. СК вьідзялялі з культуральнай вадкасці пас; 
культывавання р-гемалітьічньїх стрэптакокау штама Н46А на пажыуны 
асяроддзі складанага саставу. Электрафарэтычна гомагенныя узоры С 
вьідзялялі шляхам сорбцьіі на двухвокісе крзмнію з наступнай храмат; 
графіяй на ДЭАЭ-цэлюлозе, як падрабязна апісана у нашых папярэдн 
работах [7]. Удзельная актыунасць ачышчаных узорау СК адпавядал 
100 тыс. МАдз/мг бялку.

Колькасць бялку ацзньвалі па велічині абсорбцьіі пры 280 нм, вык; 
рыстоуваючы для СК значэнне А}^ =8,8 [7]. Электрафарэз праводзі. 
у 7,5%-ным поліакрьіламідньїм гелі пры pH 8,3 і у 12,5%-ным поліакрьц 
амідньїм гелі у прьісутнасці 1 % дадэцылсульфату натрыю, як адзначан 
у нашых папярздніх артикулах [8].
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Актыватарную функцию СК ан; 
лізавалі метадам лізісу фібрьін; 
вых пласцін з чалавечага фібрьін; 
гену (які змяшчае плазміпаген) 
чалавечага трамбіну па плошчы зо 
фібринолізу за 20 гадз іпкубацьі 
як падрабязна апісана намі рг 
ней [9].

Раствор СК (0,5 мг/мл) інкуб; 
валі пры температуры 25, 37, 50, 7; 
80 і 100 °С. У працэсе інкубацьіі пра 
розныя іірамежкі часу адбіралі ал

Мал. 1. Кінетика інактьівацьіі стрзптакіназ 
(а) у 0,06 М фасфатным буферы pH 7. 
при 25 (J), 37 (.2), 50 (3), 75 (4) і 100° 
(5) і яе паулагарьіфмічная анамарфоза (б 

Канцэнтрацыя бялку 0,5 мг/мл
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квоты і вьізначалі астаткавую актыунасць СК. Аналіз кінетьікі тэрма- 
інактьівацьіі і разлік тзрмадьінамічньїх параметрау працэсу вялі па 
агульнапрынятых метадах [10, 11]. Эксперименты па тзрмаінактьівацьіі 
СК праводзілі пры pH 7,4 з выкарыстаннем 0,06 М фасфатнага буферу, 
пры pH 4,0 — з выкарыстаннем 0,05 М ацзтатнага буферу, а пры pH 1,0 
або 11,0 — з выкарыстаннем адпаведна растворау НС1 або КОН.

У рабоце вьїкарьістоувалі дадэцылсульфат натрыю («Serva», ФРГ), 
рэагенты для поліакрьіламіднага геля («Деапаї», Венгрия). Астатнія 
рэагенты бьілі айчыннай вьітворчасці кваліфікацьіі х. ч. або ч. д. а., якія 
падвяргал; дадатковай ачыстцы. Усе даследаванні праведзены не менш, 
чым пяціразова, вьінікі падвергнуты статыстычнай апрацоуцы з вьілі- 
чэннем Скрытэрыю Ст’юдэнта.

Вьінікі і абмеркаванне. У водна-салявым растворы (0,06 М фасфат- 
ным буферы) пры pH 7,4 і тэмпературы 25 або 37 °С за першыя 3 гадз 
інкубациі растворау СК прыкметнага зніжзння яе актьіунасці не адбы- 
ваецца (мал. 1). У працэсе інкубациі пры больш высокий тэмпературы 
актыунасць СК паступова зніжаецца, аднак пасля зкспазіцьіі нават пры 
100 °С на ирацягу 3 гадз захоуваецца да 10% ад зыходнага узроуню 
актьіунасці СК. Графікі кінетьікі інактивацьіі СК пры 50, 75, 80 і 100 °С 
здавальняюча лінеарьізуюцца у паулагарифмічньїх каардынатах 
(мал. 1 і 2). Гзта дазваляе меркаваць, што тзрмаінактивация СК пры 
pH 7,4 падпарадкоуваецца урауненню кінетьікі І парадку з канстантамі 
хуткасці

%0О = 1,48. IO-3 мін-1 (2,47-Ю-з с'1) 

k75° = 2,30- IO-3 мін-1 (3,83-10-5 с-і) 

й80» = 4,00-10-з мін-1 (6,67- IO-6 с-1) 

й100о =8,40-10-з мін-і (14,00-10-6 с-1)

Блізкія значзнні канстант атрыманы і зыходзячы з часу пауінактивациі:
k75o = 2,30-10-3 Мін-1

=3,90-10-з мін-і би
йІ00о= 9,30-IO-3 мін-1.

Даследаванне залежнасці ла- 
гарыфма канстанты хуткасці 
інактьівацьй СК ад велічині ад- 
варотнай тэмпературы наказала, 
што графік залежнасці здаваль
няюча лінеарьізуецца у дыяпазо- 
не тэмператур 75—100 °С (мал. 3). 
Злом жа графіка, відаць, абумоу
лены даволі высокий для экспе- 
рыментау па тзрмаінактьівацьіі 
канцэнтрацыяй бялку.

Разлік уяунай знергіі актыва- 
цьй інактьівацьіі СК дау значэнне

Мал. 2. Кінетика іпактьівацьіі стрэпта- 
кіназн (а) пры тэмпературы 80 °С і pH 
7,4 (1), 4,0 (2), 1,0 (<?), 11,0 (4), яе пау- 
лагарьіфмічная анамарфоза (б) і дасле
даванне залежнасці адваротнай канцэнт- 

рацьіі ад часу (е) 
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13,9 ккал-М-1, якое у цэлым мае той жа парадак, што і у випадку інших 
бялкоу [12, 13]. Разлік змянення знтальпіі і знтрапіі шляхам аналізу 

k 1
залежнасці In— ад - [10] паказау, што графік здавальняюча лінеари- 

зуецца у дыяпазоне тэмператур 75—100 °С, даючи з тангенса вугла на- 
хілу значэнне знтальпіі (ДН*), роунае 11,4 ккал-М~’ (мал. 3). Прыняу- 
шы канстанту хуткасці інактьівацні СК при 80 °С роунай 6,67 -10—5 с-1 
(гл. вышэй), мы разлічьілі велічьіню свабоднай знергіі актьівацьіі пра-

Мал. 3. Вызначэнне знергіі активацьіі працэсу тэр- 
маінактьівацьіі стрэптакшазы у 0,06 М фасфатным 
буферы pH 7,4 з залежнасці in k ад адваротнай ве- 
лічьіпі абсалютнай тэмпсратуры (7) і знтальпіі акты- 

k
вацьіі працэсу з залежнасці In— ад адваротнай вс- 

лічьіні абсалютнай тэмпсратуры (2)

цэсу (ДР*) па стандартнай формуле [10]. Гэтая велічьшя аказалася 
роунай 27,5 ккал-М~'. Адсюль, выкарыстоуваючы урауненне i\F=^ = 
= \Н^—Т-\S^, велічьшя ДА* склала —45,6 кал-град '-М 1 (э. адз.).

Пры змяненнях pH раствору кінетьїка інактьівацьті СК істотна змя- 
няецца. Так, пры 80 °С у кісльїм або шчолачным асяроддзі інактьівацьія 
СК прикметна паскараецца (мал. 2). У кісльїм асяроддзі інактьівацьія 
працякае па больш складанай кінетьїцьі, чым пры pH 7,4. Мяркуючы па 
характары залежнасці у паулагарьіфмічньїх каардынатах, працэс інак- 
тьівацьіі, відаць, уключае дзве рзакцні І парадку (першая — больш хут
кая, а другая працякае з меншай хуткасцю):

пры pH 4,0 k1 = 5,75-10~2 мін-1; k2 = 3,00-10-3 мін-1,

пры pH 1,0 /?] ■-5,23-1Q-2 мін-1; й2 = 6,74-10-3 мін-1.

Велічьші канстанты хуткасці другой рзакцьіі пры гэтых значэннях pH 
блізкія да такой пры pH 7,4 (гл. вышэй).

Кінетьїка інактьівацьті СК пры pH 11,0 не лінеарьізуецца у паулага
рьіфмічньїх каардынатах (мал. 2). У той жа час адрэзак крывой да 
60 мін (інактьівацьія ~95%) здавальняюча лінеарьізуецца у каардына-

1 ,тах— ч-t, што дазваляе меркаваць пра адпаведнасць яе урауненню
И]

кінетикі II парадку. Гэтае меркаванне узгадняецца з залежнасцю пе- 
рыяду пауінактьівацьй (р/2) ад часткі зыходнай актьіунасці: пры [Ас]/4 
адрэзак часу роуны 2Л/2, а пры [Ао]/8 — 46/2 [И]. Знойдзенае значэнне 
канстанты хуткасці рзакцьіі адпавядае 2- 10а МАдз-мін-1.

Атрыманыя матэрыялы сведчапь аб тым, што пры pH 7,4 і тэмпера- 
туры больш за 40 °С інактьівацьія СК працякае у адпаведнасці з урав
нением I парадку. Праведзеныя намі даследаванні метадамі спектраска- 
піі кругавога дьіхраізму і уласнай трыптафанавай флуарэецэнцьй, аднак, 
сведчаць аб адносна невялікіх змяненнях у гэтых умовах другаснай, тра- 
цічнай структур СК і стану яе трыптафанзмяшчальных участкау [7].

Принята лічиць, што тэрмашактывацыя знзімау адбываецца або па 
причинах канфармацыйнага характеру (хаатычная зборка глобулы 
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•бялку), або з прычыны разрыву кавалентных сувязей [14, 15]. Магчыма 
і спалучэнне гэтых фактарау. Матэрыялы нашых даследаванняу [7] 
свсдчаць аб здольнасці СК захоуваць функцыянальную актыунасць на- 
члл 'хуы. гз.у.бокай разупарадкаванасці яе прасторавай структуры. Таму 
з вядомай доляй імавернасці можна дапусціць, што пры pH ~ 7,0 тэрма- 
інактьівацьія СК залежыць ад дззамініравання астаткау Asn і Gin або 
вызначасцца разрывам сувязей Asp-X, як тэта мае месца у выпадку ліза- 
цыму, РНКазы [14, 16].

Аднак магчымы і іншьі шлях тзрмаінактьівацьіі СК, зыходзячы з ана
лізу сукупнасці атрыманых нам! матэрыялау аб канфармацыйнай рухо- 
масці малекулы СК пры уздзеянні розных фізіка-хімічньїх фактарау 
[7, 8, 17—19]. Гэтыя матэрыялы даюць падставу для наступнай мадзлі 
(у першым прьібліжзнні) структурнай арганізацьіі СК- Макрамалекула 
СК складаеица з некалькіх абласцей — даменау, адзін з якіх з’яуляецца 
адносна невялікім, структурна рьігідньїм і трыптафанзмяшчальным. У 
гэтым дамене лакалізаваньї у дадатна заражаных «кішзнях» паверхні 
глобулы 4 астаткі трыптафану, гетэрагенныя па мікраакружзнні, другас- 
ная структура, відаць, складаецца пераважна з р-вьігінау і неупарадка- 
ванага клубка. Відаць, тэты дамен змяшчае таксама частку астаткау 
тьіразіну і паблізу ад яго лакалізаваньї атам металу пераменнай валент- 
насці (жалеза). Адзначаны трыптафанзмяшчальны дамен характарызу- 
еіша значнай устойлівасцю да пашкоджваючых уздзеянняу, аднак раз- 
гледжаны працзс тзрмаінактьівацьіі СК пры pH 7,0 можа быць абумоу
лены змяненнямі стану металзмяшчальнага участка малекулы СК, што 
рэзка не адбіваецца на структуры рьігіднага дамена.

Ускладнений кінетьікі тзрмаінактьівацьіі СК у кісльїм асяроддзі, ві
даць, абумоулена шматстадыйнасцю працэсу. Ва усякім выпадку, мена- 
віта з апошняй звязваюць ускладненне кінетьікі інактьівацьіі [20]. Спе- 
цыяльныя даследаванні сведчаць аб тым, што пры тзрмаінактьівацьіі 
знзімау мснавіта у кісльїм асяроддзі істотную ролю адыгрывае разрыу 
пептыдных сувязей тыпу Asp-X [17, 19]. Можна меркаваць, што мена- 
віта тэты працзс рзалізуецца у ходзе першай, больш хуткай фазы тэрма- 
інактьівацьіі у кісльїм асяроддзі. У такім выпадку, відаць, у малекулы СК 
можа існаваць некалькі «стратзгічньїх» для функцыянальна актыунай 
малекулы сувязей тыпу Asp-X. Калі тэта дапушчэнне правільнае, то 
тзрмаінактьівацьія СК пры рІІ~7,0 (канстанта хуткасці яе блізкая да 
такой другой фазы тзрмаінактьівацьіі у кісльїм асяроддзі) павінна рэа- 
лізоувацпа па іншаму механізму.

Адной з прычын тзрмаінактьівацьіі СК пры pH 11.0 можа быць утва- 
рэнне агрэгатау бялку. Фарміраванне апошніх са значным зніжзннем 
функцыянальнай актьіунасці СК апісана і у нейтральнай зоне pH пры 
працяглым захаванні яе растворау без стабілізуючьіх дабавак [21]. Дру
гой жа прычынай тзрмаінактьівацьіі СК пры pH 11,0 можа быць пашко- 
джанне структурна рьігіднай вобласці малекулы бялку. Спецьіяльньїмі 
даследаваннямі [19] было вызначана, што менавіта у шчолачным ася
роддзі награванне раствору СК прьіводзіць да поунага знішчзння спект
ра кругавога дьіхраізму у бліжзйшай УФ-вобласці. Аднак нам уяуляец- 
ца, што першы механізм узгадняешіа з тзрмаінактьівацьіяй СК пры pH 
11,0 па кінетьїцьі другога парадку.

Такім чынам, атрыманыя намі матэрыялы даюць колькасную харак- 
тарыстыку тзрмаінактьівацьіі СК пры pH 7,4, а таксама у кісльїм і шчо
лачным асяроддзі. Аналіз фактычных даных дазваляе выказаць рад мер- 
каванняу для тлумачэння механізма тзрмаінактьівацьіі СК- Аднак рас- 
крыццё гэтага механізма, улічваючьі шматграннасць працэсу тзрмаінак- 
тьіваиьіі, патрабуе спецыяльных паглыбленых даследаванняу, у тым ліку 
даследаванняу стану структурна рьігіднага дамена СК і яе металзмя
шчальнага участка.
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Summary
Streptokinase thermoinactivation was studied at pH 7.4, 4.0, 1.0 and 11.0 and will 

protein concentrations of 0.5 mg/ml. Inactivation constants (at 50°, 75°, 80°, 100 °С), th* 
process activation free energy changes, enthalpy and entropy were evaluated. Possibh 
mechanisms of streptokinase thermoinactivation are discussed.
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